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Propofolは0.5μM, 1 μM, 5 μM濃度を、 1・24時間処置した。アポトーシスの
評価として caspase-3活性を測定し，オートファジーの評価として細胞質 p62
およびオートファゴソーム内 LC3・IIを測定した。さらに c-junN-terminal 























































SH・SY5Y細胞（ヒト神経芽細胞： EC-94030304 : The Europ巴anCollection of 
Cell culture : ECACC, London, UK ）を購入し、 10%Fetal Bovine Serum 
( FBS: Life technologies, Inc. : Carlsbad, USA ）、 Antibiotic’Antimycotic
(Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA)含有D’MEM瓜am’SFl2 Medium 
（和光純薬工業株式会社、大阪）で、 5%C02、37℃にて培養した。オートファ
ジー促進作用を示すrapamycinは、 AbcamBiochemicals, (Cambridge, UK)よ
り購入した。Propofol(2, 6 ・ diisopropylphenol）、dimethylsulfoxide( DMSO）、
dithiothreitol ( DTT ）は和光純薬工業株式会社（大阪）より購入した。 C・jun
N・terminal kinase (JNK) inhibitorである SP600125、proteaseinhibitor 
cocktail (PI C）含有、 phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF）、












SH・SY5Y細胞 2.5×105cells/wellを 6穴の collagen coated dish( ASAHI 
GLASS Co., Ltd., Tokyo, Japan ）で24時間培養した。 Propofol( 0.5, 1.0, 5.0, 
10.0 μM）、 rapamycin(2.0 μM）、 SP600125(JNK・inhibitor) (1.0 μM）で、24
時間培養し、細胞をかきとり、 PBS(137mmol/lNaCl, 8.lmmol/l Na2HP04, 
2.68mmol/l KCl, l.47mmo11 KH2P04, pH7.4）にて洗浄し、 Celllysis buffer 
(DTT含有）で細胞質溶液を抽出した。細胞質溶液はcaspase・3の基質である
N・acetyl・DEVD・7・amino・4・trifluoromethylcoumarin (Ac・DEVD・AFC 
Kamiya Biomedical Co., WA,USA)を用いて活性測定をした。
4.オートファゴソーム内LC3・IIの測定
SH・SY5Y細胞 4×104cells/wellを 96穴の collagen coated dish (ASAHI 
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GLASS Co・， Ltd.，τbkyo Japan）で24時間培養した。 Propofol(1.0 μM、5.0μM)
で3時間培養後、accutaseで細胞をdishよりはがし、MuseAutophagy LC3 Kit 
(Merck Millipore Corporation, Germany）のプロトコールに従い、細胞内オー
トファゴソームを抽出し、抗LC3/AlexaFluorR555抗体を用いてオートファゴ
ソーム内蛍光輝度をMusecell analyzer (Merck Millipore Co., MA, USA）にて
測定した。
5.細胞内p62測定
SH’SY5Y細胞の 5.0×105cells/mlを6穴の collagen coated dish (ASAHI 
GLASS Co., Ltd., Tokyo, Japan ）で24時間培養した後、 propofol(0.5 μM、1.0
凶在、 5.0μM）、 rapamycin(2.0 μM）、 SP600125(JNK・inhibitor) (LO μM）で
培養し、細胞をかきとり、遠心した。上澄みを捨て、 PBSにて洗浄し、 RIPAcell 
lysis buffer (PIC, PMSF, DNase含有）を加え細胞質溶液を得た。細胞質溶液は
p62 ELISA kit (Enzo Life Sciences Inc., NY, USA）のプロトコールに従い測定
した。また、 Bio・Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA）で
蛋白定量を行った。
6. AMP・acti可ratedprotein kinase (AMP回活性測定
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SH-SY5Y細胞 2.5×10° cells/wellを 6穴の collagen coated dish (ASAHI 
GLASS Co., Ltd., Tokyo, Japan）で1日培養した。その後、 propofol(0.5、1.0、
5.0 μM）、 rapamycin(2.0 μM）で、1時間、 6時間、 24時間培養し、細胞をかき
とり、遠心した。上澄みを捨て、 PBSにて洗浄し、 celllysis buffer (PMSF, 
leupeptin, pepstatin, DTT含有）を加え細胞質溶液を得た。細胞質溶液はAMPK
Kinase Assay Kit (Cyclex Co.Ltd, Nagano, Japan）のプロトコールに従い測定
した。また、細胞質溶液はBio-RadProtein Assay (Bio-Rad Laboratories, Inc., 
USA)で蛋白定量を行った。
7. MAPKリン酸化能の測定
SH-SY5Y細胞 1.0×105cells/wellを96穴の collag巴n coated dish( ASAHI 
GLASS Co., Ltd. ：τbkyo Japan ）で24時間培養した。 Propofol( 0.5、1.0、5.0
μM）、 rapamycin( 2.0 μM）、 SP600125(l.O μM）で1時間培養した。その後、
PBSで洗浄後、固定液で固定した。回定後、洗浄し、 Cell-Based





[ca2+]i測定は、カルシウム蛍光指示薬 Fura-2AMを用いた 12）。 SH-SY5Y 
細胞はHepes-Tyrodebuffer/0.1% BSA (140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.8 mM 
CaCh, 12 mM NaHCOs, 5.6 mM D-glucose, 0.49 mM MgCh, 0.37 mM 
NaH2P04, 25 mM Hepes/NaOH (pH 7.4), 0.1% BSA）で溶解した4μMFura-2 
で、60分間、37。Cでloadingした。細胞内［Ca2+]i動態変化はMetaXpress Image 




























ける FBS（ー）propofolは、 lμM処置では、 33.37±0.32nmol/mg protein/hr, 5 
μM処置では、 26.53土2.24nmol/mg protein/hr (p<0.05）と FBS（ー）control
(42.60±2.4 7 nmol/mg protein/hr）に比べ、有意な減少が認められた。以前、我々
はthapsigargin誘発性小胞体ストレスを介するアポトーシスに対する propofol






















を示した。 FBS(+)controlと比較して、 rapamycin処置（FBS（＋））は、 3時間、 24
時間ともに細胞内 p62が有意に減少し、オートファジーの冗進が示された。
FBS(+)controlに比べ、 FBS（ー）controlは、 3時間、 24時間ともに細胞内p62が
有意に減少し、オートファジーの允進が示された。また、FBS（ー）controlに比べ、








FBS（ー）controlに比べ、 FBS（かropofol(0.5 μM）は、 1時間処置で有意な減少が





を示した。 FBS（ー）controlは、 FBS(+)controlに比べ、 JNKリン酸化の有意な増
加が見られた。しかしながら、 FBS（－）培養液にて SH-SY5Y細胞を培養 1時間
後のERKおよびp38リン酸化能の有意な変化は見られなかった。
6. JNK inhibitor前処置による p62に対する propofolの影響
低栄養状態でJNKリン酸化が、増加したことより、 Fig.6にJNKinhibitor前

















しているため、 free propofolは1.2～1.7%になる 19）。そのため、今回の実験で
使用したpropofol0.5 μMから 5.0μMは、臨床使用時の血中濃度と近似してい




































また、低栄養状態において、 propofol処置は AMPKを抑制した。 AMPKは
CaMIU切によりリン酸化されるが、 CAMKKBは、 ca2＋により活性化すること
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Prevention of nutritional deficiency-induced autophagy by propofol in human 
neuroblastoma SH・SY5Y cells 
Department of Pharmacology, School of Medicine, Showa University, 
Hatanodai 1・5・8,Shinagawa・ku, Tokyo, 142・8555,Japan
Yasuyuki Kondo, Yoko Ao, Mayumi Tsuji, Katsuji Oguchi 
Propofol, a GABA agonist, is short・acting intravenous anesthetic agent and 
used widely for anesthesia and sedation. In addition to anesthetic effect, 
propofol shows neuroprotective property on a nervous system under the 
ischemic state. In addition, it was reported that propofol suppressed program 
cell death, however, the mechanisms of the neuroprotection remain unclear. 
Autophagy is a homeostatic cellular mechanism for the turnover of 
organelles and proteins. During nutritional deficiency, autophagy promotes 
cell survival through the recycling of metabolic precursors. Furthermore, 
autophagy can regulate programmed cell death such as apoptosis and 
thereby influence disease pathogenesis. 
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The aim of the present study is to clarify molecular details of the 
neuroprotection with propofol against the nutritional deficiency-induced 
autophagy and cell injury in SH-SY5Y cels. 
SH-SY5Y cells were cultured in serum-free medium to induce autophagy. 
Autophagic cells were treated with propofol (0.5 μM, 1.0 μM, 5.0 μM) for 1” 
24 hours. Cytosolic Ca2+ ([Ca2+]i), the specific evidence of apoptosis 
(caspase-3 activity), and the biomarkers of autophagy (p62 and LC3’I) were 
measured. Furthermore, activities of c・jun N・terminal kinase (JNK) and 
AMP-activated protein kinase (AMPK) were measured. 
Nutritional deficiency・induced autophagic cells significantly decreased p62 
and increased LC3・II, activities of caspase・3, AMPK and JNK. When 
SH-SY5Y cells were treated with propofol (1.0, 5.0 μM), these biomarker 
wer巴 significantlysuppressed. Furthermore, [Ca2+]i was decreased by 
treatment with propofol. [Ca2+]i reduction with propofol might suppress 
AMPK activity, and that prevented nutritional deficiency-induced autophagy. 
These results demonstrate that propofol at clinically relevant concentration 
suppressed the nutritional deficiency-induced autophagy and cell injury in 
neuroblastoma SH・SY5Y cels. Propofol prevented not only the 
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neuroprotective property against oxidative stress and apoptosis but also 
autophagy-induced cell injury. This prevention may provide explanation of 







示した。 Propofol(0.5 μM, 1.0凶!I,5.0 μM, 10.0 μM）はFBS（・）培養液に溶解し
た。
#: p<0.05 vs FBS（ー）control(one・way ANOVA, followed by Dunnett’s test), 
*" p < 0.05 vs FBS(+)control (Student t・test). 
Fig. 2.低栄養誘発性オートファジー神経細胞におけるオートファゴソーム内
LC3・Iに対する propofolの作用
細胞内LC3・Iは、 anti・LC3Alexa Fluor555 conjugated antibodyを用し＼
オートファゴソームを抽出し、オートファゴソーム内の蛍光輝度を測定した。
FBS不含培養液（FBS（ー）で24時間培養後のオートファゴソーム内LC3・II値は、
mean±S.E.M. (n=6）で表示した。 Propofol(l.O μM, 5.0 μM）はFBS（ー ）培養液に
溶解した。
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れオートファジーの促進が推測される。 FBS不含培養液（FBS（ー）で 3時間、 24
時間培養後の細胞内 p62値は、 mean土S.E.M.(n=6・58）で表示した。 Propofol
(l.O μM, 5.0 μM）はFBS（う培養液に溶解した。
#: p<0.05 VS FBS（ー）control(3時間培養） (one・way ANOVA, followed by 
Dunnett’s test），女：p<0.05vsFBS（ー）control(24時間培養） (one’wayANOVA, 
followed by Dunnett’s t巴st),
町 p< 0.05 vs FBS(+)control (3時間培養： Studentt・test），事： p<0.05vs 
FBS(+)control (24時間培養 Studentt-test). 
Fig. 4 低栄養誘発性オートファジー神経細胞における AMPK活性に対する
propofolの作用
AMPK活性は、 phospho・serinespecific monoclonal antibodyを用いて測定し
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た。 FBS不含培養液（FBS（・）で 1,6, 24時間培養後のAMPK活性は、 mean±
S.E.M. (n=6’12）で表示した。 Propofol(0.5 μM, 1.0 μM, 5.0 μM）はFBS（”）培養
液に溶解した。
#: p<0.05 vs FBS（・）control(1時間培養） (one-way ANOVA, followed by 
Dunnett’s test），女： p< 0.05 vs FBS（・）control(6時間培養） (one-way 
ANOVA, followed by Dunnett’s test），大：p< 0.05 vs FBS（・）control(24時間培
養）(one-way ANOVA, followed by Dunnett's test），十p<0.05 vs FBS(+)control 
(24時間培養：Studentt-test). 
Fig.5 低栄養誘発性オートファジー神経細胞における MAPKリン酸化能
MAPK(JNK, ERk, p38）のリン酸化は、リン酸化した MAPK(JNK,ERk, 
p38)/total MAPK(JNK, ERk, p38）比で表示した。 FBS不含培養液（FBS（“）で1
時間培養後の各MAPKリン酸化能は、 mean±S.E.M.(n=6・14）で表示した。
台：p< 0.05 vs FBS(+)control (Student t-test). 
Fig.6.低栄養誘発性オートファジー神経細胞のp62に対するJNKinhibitorlの
作用
FBS不含培養液（FBS（ー））で 6時間培養後の細胞内 p62値は、 mean±S.E.M. 
29 
(n=6-30）で表示した。 Pr可 ofol(0.5 μM, 1.0 μM, 5.0 μM）はFBS（ー ）培養液に溶解
した。
#: p<0.05 vs FBS（ー）control(without SP600125) (one-way ANOVA, followed 
by Dunnett’s test），女： p< 0.05 vs FBS（うSP600125(one-wayANOVA, 
followed by Dunnett’s test), 
*: p<0.05 vs FBS(+)control (without SP600125：・ Studentt-test），ヵ：p<0.05
vs FBS(+)SP600125 (Student t-test), 
a: p<0.01 comparison between with and without SP600125 (Student t-test). 
Fig.7. Measurement of [Ca2+]i levels 
細胞質内［Ca2+liは、カルシウム指示薬Fra-2AMを用いて測定した。SH-SY5Y細
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